Introduction
C����c���y, ���������� c��c���m������ ���������� �� �����m� ���m �� c��c�� ����������� w��� � ���� ��������� ���� �� c�mm�� �� �v�����, c���� ��d ���m�c� c��c�� �1�� Ov����� carcinoma is the fifth cause of mortality from gynecological c��c�� �� w�m��� Fu�����m���, ~70% �� �������� ��� d���-����d w��� ���������� c��c���m������ �� �� �dv��c�d d������ ����� �2,3�� I� c���� c��c��, ~8% �� �������� ��v� �������d ����-������ ���d��� �� ��� ��m� �� ��� ���m��y �u����y, ��d 25% �� �������� w��� ��cu����c� ��v� ���� ��u�d �� ������� ���������� c�v��y m��������� �4,5�� A ���v��u� ��udy ���w�d ���� �y���m�c c��m�������y �� ��������������� ������ c��m�������y ����� had no significant effects on patient survival in the clinic (6). T��������, ��v�� �������u��c ������c��� ��� ��qu���d �� �m���v� ��� �������u��c ����c�� �� ���������� c��c���m������� A� ���� ��������� ������m����� m�d�� �� �ud� m�c� ��mu-����� ��� ���c��� �� ���������� d����m������� �� �����-��d�m���� c��c���� T��� m�d�� c�u�d �� u��d �� v����y ��� ����c�� �� ��v�� �������u��c ���������� ��� ���������� c��c���m������ �� ���c����c�� ������� A �um��� �� ���� c��c���m������ m�u�� m�d��� ��d ���� ����������d �� ��udy ��� ���c����� �� ������-���� d����m������� ��d �� v����y ��� ����c�� �� ��v�� �������u��c approaches since the first report of subcutaneous (s.c.) heterolo��u� ���w�� �� �um�� �v����� c��c�� ����u� �� �ud� m�c� �7,8�� I� � �um��� �� ����� ��ud���, �um�� �um�� c���� w��� u��d ��� ��c ��j�c����� I� ����� ��ud���, �����w��� ���w�� �� ��� �um�� �� � �u������ ��z�, �cc��d��� �� ��� ������m��� �m���y�d, ��� �um�� w�� ��m�v�d ��d cu� ���� ���c�� �� c��� c�u����� ��� ���� ��j�c���� ���� �ud� m�c� �8,9�� C������ m�d��� w��� ����������d �y �u���c�� �m���������� �� ����� �um�� �um�� ����u�� �� in situ ��j�c���� �� �um�� c���� �������d ���m ��m�����z�d �um�� �um�� ����u�� �10,11�, w������ ����� m�d��� w��� ����������d by i.p. injection of specific human cancer cell lines directly or using depth immunodeficiency mice (12, 13 
Materials and methods
Drugs and cell culture. CPT-11 w�� �u�c����d ���m P��z�� C�� �S�������, C������ T�� �um�� �v����� c��c�� SKOV3 ��d c���� c��c�� HCT-116 c��� ����� w��� �������d ���m ��� Am���c�� Ty�� Cu��u�� C����c���� �M�������, VA, USA� ��d cultured in Dulbecco's modified Eagle's medium (Gibco Life T�c���������, C������d, CA, USA� �u����m����d w��� 10% ����-���c��v���d ����� c��� ���um, 2 mM L-��u��m��� ��d 0�1 m�/m� �m�k�c��� T�� c���� w��� ��cu����d �� � �um�d�-fied 5% CO 2 atmosphere at 37˚C and harvested during the ��������m�c ���w�� ������ T�� c���� w��� ���� ���u����d�d �� ���������-�u�����d ������ �PBS� �� ECM ��� ��� ���� ��j�c����� Animals. F�m���, 7-8-w��k-��d, BALB/c ���ym�c �ud� m�c� w��� �u�c����d ���m ��� L��������y A��m�� C����� �� S�c�u�� U��v�����y �C����du, S�c�u��, C����� ��d �cc��-mated for 1 week. The mice were caged in groups of five in an air-filtered laminar flow cabinet and fed with irradiated food ��d �u��c��v�d ��v����-��m���� ������d w���� ad libitum� A�� ���c�du��� w��� ������m�d u�d�� ������� c��d������ �� a laminar flow hood. Animal experiments were conducted u�d�� �u�d������ �����v�d �y ��� I�����u������ A��m�� C��� ��d T����m��� C�mm����� �� S�c�u�� U��v�����y �23�, ��d ��� ��udy w�� �����v�d �y ��� ���m�� ������m��� ����c� c�mm����� �� W��� C���� H�������, S�c�u�� U��v�����y �C����du, C����; �����v�� ��� 018�� Establishment of i.p. xenograft models in nude mice. T�� �u����d�d �um�� �v����� c��c�� SKOV-3 c���� w��� ��j�c��d ���� ��� ��d�m���� c�v����� �� 18 �ud� m�c� u���� � ���d�� with a length of 16 mm and a diameter of 0.45 mm. Specific���y, 4�10
6 c���� �� 200 µ� PBS ��� ��� c������ ���u� ��d 4�10 6 c���� �� 200 µ� c��d ��qu�d ECM ��� ����c�d �� �c� ����y� ��� ��� ������m����� ���u� w��� ��j�c��d ���� 9 c������ m�c� ��d 9 ������m����� m�c�, �����c��v��y� I� ��c� ���u�, 3 mice were randomly selected and sacrificed by cervical d����c����� �� ��� 10��, 25�� ��d 30�� d�y� ����� ���� ���cu��-����� A ����� �� 3�10 6 �um�� c���� c��c�� HCT-116 c���� w��� �u����d�d �� 200 µ� PBS ��d 200 µ� c��d ��qu�d ECM ��� ��� ��� c������ ��d ������m����� ���u��, �����c��v��y� N���, ��� ���u����� w��� ��j�c��d ���� ��� ��d�m���� c�v����� �� ��� 18 �ud� m�c� �� �����m�������d� T� ��v�������� ��� �������-���� ��d c����c�������c� �� ��� ���� ����������, ����� m�c� were randomly selected for sacrifice by cervical dislocation �� ��� 7��, 14�� ��d 28�� d�y� ����� ���� ���cu������� Necropsy. T�� m�c� w��� d����c��d ��d �����v�d m�c��-scopically. Specifically, the sizes of the abdominal tumors ��d �um�� ��d��, ��d ��� ��c������ �� ��� �um��� w��� ��c��d�d� F����w��� ����, ��� �um��� w��� c����c��d ��� ��������������c�� ����y���� Histopathological analysis. T� ��������� ��� c�����c��� ���������� c��c���m������ �CRPC� m�d��, ��� c�����c �um�� ��d�, ��� �������� m����� �� ��� ��d�m���� c�v��y ��d ��� m�������y w��� �������d d�w� �� ��� 7��, 14�� ��d 28�� d�y�, �����c��v��y, ��d ���� ���z�� w��� ����m�� cu����� ��m�����u�� �OCT� c�m��u�d� T�� 5-µm ���z�� ��c����� w��� �������d ���m ��� ����m�� c����-��c������ �u���c� �� ��� m������ T�� ��c����� w��� ���� ������d w��� ��m����y��� ��d ����� �H&E� ��d ���m���d u�d�� ����� m�c���c��y� F�� ��� �v����� ���������� c��c���m������ m�d��, w��� ��� mice were sacrificed on the 25th ��d 30�� d�y�, ��� �������� m����� �� ��� ��d�m���� c�v����� �� ��� �ud� m�c� w��� �������d d�w� ��d ���z�� w��� OCT c�m��u�d� T�� ���z�� ��c���� ��d H&E ����y��� w��� ������m�d �� �����m�������d�
In vivo antitumor evaluation of CPT-11 by the CRPC nude mice model. A CRPC �������u��c �ud� m�c� m�d�� w�� ����������d and treated in a similar fashion. Briefly, 3x10
6 HCT-116 c���� w��� ��j�c��d ���� ��� ��d�m���� c�v����� �� �ud� m�c� u���� � ���d�� ���� w�� 16 mm �� ������, w��� � d��m���� �� 0�45 mm� The mice were randomly divided into groups of five for control ��d ������m����� c��d������ ����� �cc��m����� ��� 1 w��k �d�y 0�� T�� m�c� �� ��� ���� ���u� w��� ��j�c��d w��� ���� CPT-11 �� � d��� �� 10 m�/k�/d�y, w������ ��� m�c� �� ��� c������ ���u� w��� ��j�c��d w��� ���� ���m�� ������ �NS� �� ��� ��m� v��um� �� ��� ���� ���u� �� d�y� 0, 4 ��d 8 �24,25�� T�� ��dy w������ �� ��� mice were measured every 3 days. The mice were sacrificed by c��v�c�� d����c����� �� ��� 21�� d�y, w��� ��� �um�� ��d�� ��d ��� w������ �� ��� ���������� �um��� w��� m���u��d� Statistical analysis. D��� ��� ��������d �� ��� m��� ± ����d��d d�v������� A� u������d �w�-�����d �-���� w�� ������m�d �� c��cu-late significance differences using SPSS software (version 17.0; SPSS, I�c�, C��c���, IL, USA�� P<0�05 w�� c����d���d �� ��d�-cate a statistically significant difference.
Results
Dynamic progression of the ovarian i.p. xenografts� F�� ��� �v����� ���� ��������� m�c� �F��� 1�, �� 10 d�y� ����-���� ��j�c-����, 3 m�c� ���m ��c� ���u� w��� ���d�m�y ����c��d ��d sacrificed. The mean number of tumor nodes was higher in the ������m����� ���u� �6�3±2�5� ���� ��� c������ ���u� �1�0±1�0� �T���� I�� N� ��c���� �� m�c���c���c �um��� w��� ��u�d �� ��� c������ �� ������m����� �u�j�c�� �F��� 1A�� A� 25 d�y� ����-���� ���cu������, �� �v�d��� ��d�m���� d��������� w�� �����v�d �� ������ m�d��� H�w�v��, ��� ��� Histopathological analysis. I� ��d�� �� d����m��� w������ ��� �����-��d�m���� ��d�� �����v�d w��� �c�u���y �um���u�, H&E �������� �� ��� ���z�� �v����� ��d c�����c��� ���� ����-����� �um�� ��d� ��c����� w��� ������m�d� M�c���c���c ����y��� �� ��� ���c�m��� w��� c��duc��d �� d����m��� ��� �um���u� �d�����y� F�� ��� CRPC m�d��, ��� �um�� ��d�� �� the colons of the mice of the experimental group sacrificed on ��� 7�� d�y, ��� �������� m����� �� ��� ��d�m���� c�v����� �� the nude mice sacrificed on the 14th day and the masses on the mesenteries of the nude mice sacrificed on the 28th day were �������d d�w� ��� ��� H&E �������� �� ���z�� ��c������ F�� ��� �v����� ���������� c��c���m������ m�d��, w��� ��� m�c� w��� sacrificed on the 25th ��d 30�� d�y�, ��� �������� m����� �� ��� ��d�m���� c�v����� �� ��� �ud� m�c� �� ��� ������m����� ���u� w��� �������d d�w� ��� ��� H&E �������� �� ���z�� ��c������ T�� m�c���c���c �����v������ �� ��� H&E �������� (x100 magnification) of these abdominal cavity masses are shown in Fig. 1D and 2D . The staining analysis confirmed that ����� �����-��d�m���� ��d�� �� ��� �v����� ��d c�����c��� ���� ���������� w��� �um�� ����u��
In vivo antitumor evaluation of CPT-11 in the CRPC nude mice model. T� d����m��� w������ ��� ���� ��������� �ud� m�u�� models could be efficient as preclinical therapeutic models, �� �dd������� ������m��� u���� ��� c�����c��� ���� ��������� �ud� m�u�� m�d�� w�� ������m�d �� �v��u��� ��� ���� c��m�-������y ����c� �� CPT-11� CPT-11 w�� m��� �c��v� ������� ���� ���� ��������� �ud� m�u�� m�d�� �� � d��� �� 10 m�/k�/d�y, �dm��������d 3 ��m�� �v��y 4 d�y� �F��� 3�� T�� ��z� �� ��� ���w�� �� �um�� ������ c��c�� c���� �� ��� ��d�m���� c�v��y of nude mice is difficult to achieve, with obstacles such as the residual non-specific immune function in nude mice that are difficult to overcome (27). One previous study indicated ���� � �um�� ����u� m��� c�u�d ���w w��� �� ��� ��d�m���� c�v��y �� �ud� m�c�, �u� w�u�d ��qu��� �u����y ��d w�u�d��� �� ��� m�c� �28�� I� ��� ������� ��udy, �� ������ ��� ���w�� �� ��� c���� ��d ��� ����������� ���� � �um�� ����u� m���, ��qu�d ECM ��� w�� u��d �� �u����d ��� �um�� �v����� c��c�� SKOV-3 c���� ��d ��� �um�� c���� c��c�� HCT-116 c����� Tw� �ud� m�u�� ���������� �um�� m�d��� w��� ����������d �y ���� ��j�c���� �� �m����� ����� ECM ��� c��� �u��������� ���� ��� ��d�m���� c�v����� �� ��� �ud� m�c� �F���� 1 ��d 2�� Liquid ECM gel (2-8˚C) functions in a similar manner as PBS to suspend cells sufficiently. When the cell suspen-����� ��� ��j�c��d ���� ��� ��d�m���� c�v����� �� �ud� m�c�, ��� PBS c��� �u�������� �� d������u��d �� ��� ���m �� ������ c���� w����� ��� ��d�m���� c�v��y, w������ ��� ECM ��� c��� �u�������� �� d������u��d �� ��� ���m �� � c��� m��� du� �� ��� fact that the ECM gel forms into a jelly at 37˚C (29). ECM gel �� � m���u�� �� ECM �������� ���duc�d �y � m�u�� ���c�m� c��� ���� in vivo� T�� ECM ��� �� ��c� �� ��m���� ��d c������� IV, w��c� c�u�d ���mu���� �um�� c��� �d������ ��d m������y� T��������, c���� �� ��� ECM j���y c�u�d �d���� �� ��� �u���c� �� ��� m�u�� ���������� ��d ��������um m��� �����y ���� w��� �� ��� ���m �� ������ c����� A� ���y ��� �u���u�d�d �y �� �u��� ��y�� �� ECM ���, c���� �� ��� ECM j���y c�u�d m��� F��u�� 3� A����um�� �v��u����� �� CPT-11 ������m�d �� � c�����c��� ���������� c��c���m������ �ud� m�u�� m�d�� in vivo� �A� M�c���c���c �����v����� �� mice sacrificed on the 21st day in the NS control and CPT-11 groups. (B) Macroscopic observation of total tumor nodules of the mice in the NS control and CPT-11 ���u��� �C� T���� w����� �� ���������� �um�� ��du��� �� ��� NS c������ ��d CPT-11 ���u��� �D� B�dy w������ �� m�c� w��� m�������d �v��y 4 d�y�� �E� Num���� �� �um�� ��d�� �� ��� NS c������ ��d CPT-11 ���u��� * P<0�05� CPT-11, �������c��; NS, ���m�� ������� �����y �v��d ��� ����ck� ���m ���u��� k����� c����, m���cy��� ��d m�c��������� ECM ��� ���� ���v�d�� � ���d m�c����v����m��� ��� �um�� ���w��� L�qu�d ECM ��� c��� �u�������� u�d������ thermal-activated polymerization at 20-40˚C when injected ���� ��� ��d�m���� c�v����� �� �ud� m�c� �� ���m � ��c������u��d j���y ��c������ � ���� d�����y �� �um�� c����� C���� ���� ��� �� c����c� w��� ��c� ����� w����� ��� ECM ��� ��� c��duc�v� �� c���� ���w�� ��d ������ �����duc����� T�� ECM j���y, ��c�ud��� ��m���� �� � m�j�� c�m������, ��d c������� �y�� IV, ������� �u����� ��������yc��� ��d ����c��� �� m���� c�m�������, �� ���� � ��c� ����� �� ���������c ��d �um�� ���w�� ��c���� �30�� F�� ���m���, c������ ����m���� �� ��m����-1, c������� IV ��d ����� m����� �������� c�� ��c����� ������������, �um�� ���w�� ��d m��������� �31,32��
Cu������y, ��� CRPC m�u�� m�d��, ����������d �y ��� ��j�c���� �� ��� m�u�� c���� c��c�� CT-26 c��� ���� ���� ��� ��d�m���� c�v��y �� BALB/c m�c�, �� w�d��y u��d �� �v��u��� ��� ���� c��m�������y ����c� �� ��v�� ���� c��m�������y ������-���� �33�� H�w�v��, ��� �����c����� �� � CRPC �ud� m�u�� m�d�� ����������d u���� �um�� c��c�� c���� �� ����� I� ��� ������� ��udy, �� �dd������� ������m��� w�� ������m�d u���� ��� c�����c��� ���� ��������� �ud� m�u�� m�d�� �� �v��u��� ��� ���� c��m�������y ����c� �� CPT-11� Ou� ���v��u� ��udy u���� ��� �v����� ���� ��������� �ud� m�u�� m�d�� ����������d �y ���� m����d w�� ���� ������m�d �� �v��u��� ��� ����c��c�� ����c� �� T-DM1, �� ������dy d�u� c��ju���� �34�� T���� ���u��� ���� confirmed that the i.p. xenograft nude mouse models established in this method are efficient and available preclinical therapeutic m�d��� ��� �����-��d�m���� c��c����
